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(57) Abstract 



Method for producing vanillin using the bioconversion of benzene precursors of vanillin, particularly ferulic acid or sodium ferulate, 
characterised in that an immobilised culture of Actinomycetes micro-organisms, for example of the Streptomyces genus, is provided in 
a medium to which the benzene precursor of vanillin has been added and which further contains an organic phosphate, and the vanillin 
resulting from the bioconversion of said precursor is recovered, the Streptomyces strain being selected for its metabolic capacity to store 
vanillin in the medium from the benzene precursor-containing medium. 

(57) Abre*ge* 

La pr^sente invention concerne un procgde' de production de vanilline par bioconversion de precurseurs benzdniques de la vanilline, 
en particulier l'acide fdrulique ou le ferulate de sodium, caractensC par le fait qu'on effectue une culture immobilisee de microorganismes 
Actinomycetres, notamment du genre Streptomyces dans un milieu dans lequel le precurseur benzenique de la vanilline a 6t6 ajoute\ ce 
milieu comprenant, en outre, un phosphate organique, et on recupere la vanilline produite apres bioconversion dudit precuseur, la souche 
de Streptomyces 6tant s&ectionnee pour sa propri&e' me*tabolique d'accumuler de la vanilline dans le milieu a partir du milieu contenant le 
precurseur benzenique de la vanilline. 
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PROCEDE DE PRODUCTION DE VANILUNE PAR 
BIOCONVERSION DE PRECURSEURS BENZENIQUES 

L'invention concerne un precede de production de vanilline a 
5 partir de precurseurs benzeniques par bioconversion. 

II est deja connu de produire de la vanilline par voie 
microbienne. A titre d'exemple, le brevet EP 0 405 197 decrit un precede de 
production de vanilline par fermentation microbienne d'eugenol ou 
d'isoeugenol. Pour cela, un microorganisme libre de Pespece Serratia, 
10 Enterobacter ou Klebsiella est mis en oeuvre dans un milieu comprenant 
notamment une source de carbone ainsi que, le cas echeant, differents sels 
inorganiques, des organo-elements et des vitamines. 

Cependant, ce precede presente certains inconvenients. D'une 
part, Peugenol et Pisoeugenol sont des substrats difficiles a manipuler 
15 puisqu'ils sont hydrophobes et, d'autre part, Putilisation d'un milieu 
complexe n'est pas souhaitable, tant au niveau de la preparation que de 
l'isolement de la vanilline. Enfin, le rendement de ce precede est faible, de 
l'ordre de 20 %. 

Le brevet EP 0 453 368 decrit un precede de production de la 
20 vanilline par bioconversion de precurseurs benzeniques. Selon ce precede, 
on met en oeuvre un champignon Basidiomycete qui est d'abord cultive en 
milieu liquide et, apres trois jours de culture, le substrat de bioconversion 
est ajoute dans le milieu de culture. Le substrat de bioconversion est un 
derive du benzene tel que l'acide ferulique ou Pisoeugenol. Le 
25 microorganisme est libre dans le milieu de culture. 

Ce precede presente un certain nombre d'inconvenients. Tout 
d'abord, ^utilisation de fungi n'est pas tres commode, ensuite il serait 
preferable de pouvoir mettre en contact le milieu de culture et le substrat de 
bioconversion plus rapidement et, enfin, il serait souhaitable d'ameliorer le 
30 rendement du precede qui est, la encore, d'environ 20 %. 

A cet egard, on peut remarquer que lorsque le substrat utilise 
est particulierement couteux, il est important que le precede presente un 
rendement maximum. 

Le brevet US 5 128253 decrit un precede de production de 
35 vanilline par conversion microbienne d'un substrat choisi dans le groupe 
comprenant notamment Pacide ferulique, Peugenol ou les derives 
coniferyliques, au moyen d'un microorganisme libre appartenant a 
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l'espece Pseudomonas, Corynebacterium, Rhodotorula glutinis et 
Aspergillus niger. La conversion est effectuee en presence d'un derive de 
type sulfhydryle et, le cas echeant, en presence d'une source de carbone. 

La encore, le milieu de bioconversion est complexe et le 
5 rendement du procede est de 20 % environ. 

Le but de Pinvention est de fournir un procede de production 
de vanilline presentant notamment les avantages suivants : 

la vanilline preparee est obtenue par bioconversion, cette 
bioconversion peut etre realisee a partir de substrats naturels sans 
10 mettre en jeu d'additifs ou de reactifs synthetiques ; 

le procede doit etre simple a industrialiser, le milieu de bioconversion 
doit etre un milieu defini (sans produits biologiques complexes 
comme les extraits de levures) et simple et la vanilline obtenue doit 
etre facile a extraire du milieu de bioconversion ; 
15 " le procede doit etre rentable : le rendement de production par rapport 
au precurseur doit etre ameliore par rapport a celui obtenu selon la 
technique anterieure, et le procede doit pouvoir fonctionner 
suffisamment longtemps avec le meme systeme de bioconversion. 

Pour ce faire, la presente invention a pour objet un proc6d6 de 
20 production de vanilline par bioconversion de precurseurs benzeniques de 
la vanilline, en particulier Pacide ferulique ou le ferulate de sodium, 
caracterise par le fait qu'on utilise une culture immobilisee de 
microorganismes Actinomyces, notamment du genre Streptomyces, dans 
un milieu defini dans lequel le precurseur benzenique de la vanilline a ete 
25 ajoute, ce milieu comprenant, en outre, un phosphate organique, et on 
recupere la vanilline produite par bioconversion dudit precurseur, la 
souche de Streptomyces etant selectionnee pour sa propriete d'accumuler de 
la vanilline dans le milieu a partir du milieu contenant le precurseur 
benzenique de la vanilline. 
30 Le procede selon Tinvention met en oeuvre un 

microorganisme immobilise. Cette immobilisation donne lieu a une 
production de vanilline beaucoup plus importante, plus reproductible, 
pouvant se realiser sur de plus longues durees que lorsque le 
microorganisme est libre dans le milieu de bioconversion. En d'autres 
35 termes, elle confere au systeme une meilleure stabilite. 
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Les bacteries selon la presente invention sont utilisees sous 
forme immobilisee, c'est-a-dire encapsulees dans une matrice appropriee 
comme cela est connu de Phomme du metier. 

Toutefois, on preferera utiliser des microparticules contenant 
5 les microorganismes et, bien que ces particules puissent etre en polymere 
synthetique, on preferera utiliser des polymeres tels que les alginates, la 
gelatine ou d'autres produits du meme type, les alginates etant tres 
largement preferes. La technologie de preparation des billes ou particules 
d'alginate contenant des microorganismes par reticulation avec Ca2+ est 
10 connue. 

On designera par "procede de biocon version" un procede dans 
lequel il n'y a pratiquement pas de croissance de la masse bacterienne et ou 
les elements du milieu sont essentiellement destines a assurer la conversion 
enzymatique du substrat en vanilline. 
15 Le milieu dit "defini" est un milieu qui ne contient pas de 

melanges de proteines complexes tels que les extraits de levures ou des 
peptones, lesquelles jouent un role dans la croissance bacterienne, ce 
milieu n'autorisant de preference pas la croissance des microorganismes. 

Parmi les precurseurs de la vanilline, il faut citer en 
20 particulier Pacide ferulique et ses sels, notamment de sodium, mais d'autres 
precurseurs benzeniques sont possibles, notamment Peugenol, Pisoeugenol 
et Palcool conyferilique, meme si leurs proprietes ne sont pas toujours 
compatibles avec une bonne bioconversion. 

On peut egalement prevoir la production in situ des 
25 precurseurs a partir de sources naturelles, lesquels pourront etre degrades 
en derives de type ferulique par des systemes enzymatiques. 

Les sources naturelles de ces produits sont assez abondantes, 
notamment dans de nombreux sous-produits de l'industrie sucriere, tels que 
les cossettes de betteraves mais aussi des sons de ble ou de riz. 
30 Le milieu de bioconversion contiendra, en outre, des elements 

assurant Pactivite du systeme enzymatique et le maintien de cette activite, 
ainsi il est necessaire de prevoir la presence de certains elements tels que le 
magnesium, qui intervient parfois dans Pactivite de synthese enzymatique, 
ou d'autres sels tels que NaCi, ou, eventuellement des elements permettant de 
35 modifier le pH ou la pression osmotique. 
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L'element cle du milieu de bioconversion est le phosphate 

organique. 

A titre de phosphate organique, on utilisera avantageusement 
Tun de ceux choisis dans le groupe comprenant les nucleotides, naturels ou 
5 non, ou les polyols phosphates tels que le glycerophosphate, 
particulierement le glycerophosphate de calcium. 

De preference, le phosphate organique est le glycero- 
phosphate. 

En tant que nucleotide, on pourra utiliser I'inosine mono- 
10 phosphate, la guanosine monophosphate, 1'uridine monophosphate ou la 
cytidine monophosphate. 

Les autres polyols phosphates ont en general un prix 

prohibitif. 

Des essais realises avec des phosphates mineraux ont montre 

15 que ceux-ci ont, en particulier sur 1'immobilisation des microorganismes, 
notamment sur la matrice d'encapsulation, des effets nefastes. 

En effet, on observe dans certains cas, notamment lorsque la 
matrice est un alginate, une desagregation partielle ou totale de la matrice 
ou un relachement de ce milieu limitant ainsi la duree de vie du systeme. De 

20 plus, dans certains cas, on peut observer avec certains nucleotides une 
croissance cellulaire dans le milieu avec formation de micropellets, ce qui 
peut diminuer les performances du systeme. II s'ensuit qu'on preferera 
utiliser, en tant que phosphate organique, le glycerophosphate. 

Selon un mode de mise en oeuvre preferentiel du procede selon 

25 l'invention, les microorganismes sont de l'espece Streptomyces setonii, en 
particulier les souches Streptomyces setonii CNCM n° 1-1555 ainsi que ses 
mutants ayant la capacite a convertir les precurseurs de la vanilline en 
vanilline, notamment ceux pouvant etre obtenus par mutation/selection a 
partir de ladite souche, cette souche est notamment decrite par Sutherland, 

30 Crawford et Pometto; Can. J. Microbiol, vol. 29, 1983. 

Ces microorganismes sont, de preference, immobilises dans des 
billes d'alginate, ces dernieres etant realisees en laissant tomber, goutte a 
goutte, les bacteries incorporees dans 1'alginate de sodium liquide dans du 
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chlorure de calcium (0,1 M) sous agitation, qui assure la reticulation de la 
matrice incorporant les bacteries. On peut egalement prevoir 1 'utilisation 
d'une matrice a coeur liquide contenant les bacteries ou d'autres modes de 
mise en oeuvre. 

On pourra egalement realiser des billes comprenant une ou 
deux couches afin d'eviter Pechappement des bacteries. 

Selon un autre mode de realisation preferentiel du procede 
selon l'invention, le milieu est maintenu a un pH compris entre 5 et 7,5 et, 
de preference, voisin de 6,2 a 6,4 ; la temperature est avantageusement 
comprise entre 30 et 50°C et, de preference, voisine de 45°C. 

Le milieu contient, de preference, du chlorure de sodium et du 
sulfate de magnesium et le phosphate organique est present dans le milieu a 
une concentration comprise entre 4 et 10 g/1 et de preference entre 7 et 
8g/l. 

Le procede peut etre mis en oeuvre par "batch", en continu ou 
en semi-continu. Avantageusement, on apporte le precurseur et on 
recupere la vanilline sequentiellement ou en continu. 

Dans le cas d'une bioconversion par "batch", l'ensemble du 
milieu est extrait en fin de conversion. 

En continu ou en semi-continu, on extrait la vanilline au fur et 
a mesure de sa production ou a des temps determines, puis on recycle le 
milieu apres ajout eventuel d'elements complementaires. 

A ce sujet, un interet de ce procede reside dans le fait que la 
vanilline formee demeure dans le milieu jusqu'a la consommation 
pratiquement totale du precurseur. Ce n'est qu'ensuite qu'elle se degrade en 
acide vanillique. 

En d'autres termes, ce procede donne pratiquement lieu a deux 
etapes distinctes dans le temps de formation et de degradation de la 
vanilline. Ceci a pour effet de faciliter l'operation d'extraction et d'assurer 
un rendement industriellement interessant. 

On pourra recuperer, de preference, la vanilline lorsque le 
precurseur n'est plus detectable dans le milieu et avant la bioconversion de 
la vanilline en acide vanillique. 

La vanilline est recuperee, par exemple, par extraction 
liquide/liquide. Le solvant peut etre l'ether, l'acetate d'ethyle ou le toluene. 
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De preference, le milieu comprend, en outre, un sel de 

magnesium. 

Avantageusement, on utilise des souches de Streptomyces 
setonii CNCM n° 1-1555 dans un milieu comprenant du glycerophosphate a 
5 une concentration de 7,4 g/1, le pH du milieu etant de 6,4 et la temperature 
de 45°C 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
apparaitront a la lumiere de la description detaillee qui va suivre. 

La description fait reference aux figures 1 & 3. 
10 La figure 1 represente les resultats de bioconversion en fiole 

de ferulate de sodium en vanilline en milieu comprenant de PUMP. 

La figure 2 represente les resultats de bioconversion en fiole 
d'acide ferulique en vanilline dans un milieu comprenant du glycero- 
phosphate. 

15 La figure 3 represente les resultats de bioconversion d'acide 

ferulique en vanilline en milieu comprenant du glycerophosphate, la 
bioconversion etant cependant realisee en "batchs" successifs. 

Les symboles et abreviations utilises sont les suivants : 
X : precurseur (acide ferulique ou ferulate de sodium) 

20 0 : vanilline 

0 : acide vanillique 
af : acide ferulique 
Fna: ferulate de sodium 
van: vanilline 

25 av : acide vanillique 

1 - PROTOCOLF DP RIOCONVERSTQN 

1 - Principe 

On realise deux types d'essais : en fiole ou en "batch". 
Pour les essais en fiole, la bioconversion est realisee k partir de 
30 ferulate de sodium en milieu comprenant de Puridine monophosphate 
(UMP), et a partir d'acide ferulique en milieu comprenant du glycero- 
phosphate. 

Pour les essais en "batch", la bioconversion est realisee a 
partir d'acide ferulique en milieu comprenant du glycerophosphate. 
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Les performances du procede sont mesurees par un suivi dans 
le temps des concentrations en precurseur et en vanilline. 

2 - Souche utilisee 

On utilise un microorganisme de l'espece Streptomyces setonii 
5 depose a la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes de PInstitut 
Pasteur (CNCM), 25 rue du Docteur-Roux - 75015 Paris, sous le n° 1-1555 depot 
du21 mars 1995. 

3 - Essais 

On prepare les milieux suivants : 
10 Le milieu 1 comprend de TUMP a une concentration de 

12,95 g/1, NaCl 0,5 g/1, MgS0 4 , 7H 2 0 0,1 g/1, le pH est de 7,68. 

Le milieu 2 comprend du glycerophosphate a une 
concentration de 7,4 g/1, NaCl 0,5 g/1, MgS0 4 , 7H 2 0 0,1 g/1, le pH est de 6,4. 

On introduit dans 100 ml de milieux 1 et 2 10 ml de cellules en 
15 phase stationnaire (DO = 1,20) immobilisees dans 40 ml d'alginate. La 
concentration en billes d'alginate est de 140 billes pour 10 ml de melange. 

Dans le milieu 1, on introduit du ferulate de sodium (2,22 g/1) 
comme precurseur de la vanilline, dans le milieu 2, de l'acide ferulique 
(1,62 g/1). 

20 Le milieu 3 est constitue de 1,25 1 de milieu comportant du 

glycerophosphate a une concentration de 7,4 g/1, NaCl 0,5 g/1 et MgS0 4 , 7H 2 0 

0,1 g/L On met en oeuvre 7 000 billes de microorganisme immobilise et le 
precurseur utilise est le ferulate de sodium. 

On effectue un suivi de la bioconversion en fonction du temps 
25 au moyen d'une analyse HPLC. Pour cela, on preleve 0,5 ml du milieu de 
culture, on filtre ce milieu, on le dilue dix fois et on l'analyse par HPLC. 

Les figures 1 a 3 representent les resultats de mesure des 
concentrations par HPLC en precurseur et en vanilline et en acide 
vanillique formes. Ces figures correspondent respectivement aux milieux 
30 la3. 

a) Svnthese en fiole - milieux 1 et 2 

A 45°C, on observe une consommation rapide du precurseur 
sur les deux figures. Cette consommation est quasi-totale pour le milieu a 
base d'UMP et avec le ferulate de sodium comme precurseur (figure 1). Elle 
35 est totale pour le milieu a base de glycerophosphate avec l'acide ferulique 
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comme precurseur (figure 2). Dans les deuxcas, la synthese de vanilline est 
detectee des la deuxieme journee et la quantite de vanilline accumuiee est 
croissante quasiment jusqu'a consommation totale du precurseur. 

Dans les deux cas, la concentration de la vanilline atteint 
5 environ 1 g/1, ce qui est une valeur elevee, et le rendement molaire 
maximal atteint environ 66 % en 90 heures, ce qui est egalement une valeur 
elevee. La concentration initiale en ferulate de sodium est de 2,2 g/1. 

II apparait enfin que les resultats obtenus en milieu 
comprenant du glycerophosphate et avec l'acide ferulique comme 
10 precurseur sont particulierement bons : la bioconversion dure seulement 
3 jours, la concentration obtenue atteint 0,88 g/1 et le rendement molaire 
maximal est de 69 %. La concentration initiale en acide ferulique est de 
1,62 g/1. 

b) Essais par "batch" - milieu 3 

15 On observe que le systeme mis en oeuvre peut fonctionner 

pendant environ 3 semaines, ce qui correspond a une duree de 
fonctionnement interessante d'un point de vue industriel 

Pour tous les "batchs", on observe k 45°C une rapide 
diminution de la concentration en precurseur ; la disparition totale du 

20 precurseur correspond a une concentration maximale en vanilline. 

Pour tous les "batchs" (sauf le premier pour lequel se produit 
l'amorce de la reaction) la concentration maximale en vanilline est 61evee 
(comprise entre 0,65 et 0,9 g/1) et le rendement molaire de bioconversion est 
egalement eleve puisqu'il varie entre 53 et 69 %. 

25 II apparait done que la mise en oeuvre du procede selon 

^invention en "batchs" successifs est particulierement interessante 
puisque le systeme fonctionne longtemps et donne lieu & une production de 
vanilline avec un rendement eleve et une forte concentration. 
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REVENDICATTONTS 



10 



1) Procede de production de vanilline par bioconversion de 
precurseurs benzeniques de la vanilline, caracterise par le fait que : 

- on utilise une culture immobilisee de microorganismes Actinomyces, 
notammentdu genre Streptomyces dans un milieu defini dans lequel le 
precurseur benzenique de la vanilline a ete ajoute, ce milieu 
comprenant, en outre, un phosphate organique, et 
apres la bioconversion, on recupere la vanilline produite, 

- la souche de Streptomyces etant selectionnee pour sa propriete 
d'accumuler de la vanilline dans le milieu a partir du milieu contenant 
le precurseur benzenique de la vanilline. 

2) Procede selon la revendication 1, caracterise par le fait que 
le phosphate organique est choisi dans le groupe comprenant les polyols 

15 phosphates et les nucleotides naturels ou non. 

3) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 ou 2, 
caracterise par le fait que le phosphate organique est le glycerophosphate. 

4) Procede selon l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait que le microorganisme est de l'espece 

20 Streptomyces setonii. 

5) Procede selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait que les microorganismes sont 
immobilises dans de l'alginate, de preference dans des billes d'alginate. 

6) Procede selon l'une quelconque des revendications 
25 precedentes, caracterise par le fait que le milieu est maintenu a un pH 

compris entre 5 et 7,5, de preference voisin de 6,2 a 6,4, et a une temperature 
comprise entre 30 et 50"C et de preference voisine de 45°C. 

7) Procede selon l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait que le phosphate organique est present 
dans le milieu a une concentration comprise entre 4 et 10 g/1, et de 
preference entre 7 et 8 g/1. 

8) Procede selon l'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait qu'on apporte le precurseur et on 
recupere la vanilline sequentiellement ou en continu. 
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9) Procede selon 1'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait que l'on recupere la vanilline lorsque le 
precurseur n'est plus detectable dans le milieu et avant la bioconversion de 

la vanilline en acide vanillique. t 

10) Procede selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait qu'on utilise des souches de 
Streptomyces setonii CNCM n D 1-1555 dans un milieu comprenant du 
glycerophosphate a une concentration de 7,4 g/1, le pH du milieu etant de 
6,4 et la temperature de 45°C. 

11) Procede selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise par le fait que le milieu comprend, en outre, un sel 
de magnesium. 
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